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内視鏡下経乳頭的 に膵管より採取 した純膵液 にお い て K刊 那 コ ド ン12の 変異が 膵癌で高率に検出され る こ とよ り, 揮液
中K朝那 変異 の 検出は膵癌 の 診断法 と して大きな期待が寄せ られ て い る . しか し, 慢性 膵炎でも高感度 な検出法を用い る と粘
液細胞過形成 に由来す る K朝 那 変異 の 検出さ れ る場合があり, その 癖特異性が問題とな っ て い る . また , 純膵液採取 には
一 定
の 技術を要す る の み で なく , 被検者 に加重な負担を与え る. そ こ で , 誰 にで も容易 に採取できる十二指腸液に お い て K刊那 コ
ド ン 12の 変異を3種の 検出法を用い て 検討 し, 膵胆道痛の 診断 に お い て い か なる意義を有する か を明 らか に し よう と した .
内視鏡的逆行性胆道膵管造影(endo sc opic retrogr ade cholangiopa n c re atography, E R C P) 後ス コ
ー プの 吸引装置を利用 して 回
収した十二 指腸液 より抽出 した D N A におい て変異ア レ ル 特異的増幅(m utant allele spe ci丘c ampliBcation , M AS A)軋 P C R制
限酵素断片長多塑分析(P C Rr estrictio nfragm e ntle ngthpolym o rphis m a n alysis, P C R- F LP)法, ハ イ プ1) ダイ ゼー シ ョ ン プ ロ
テク シ ョ ン 分析 Olybridiz atio npr ote ctio n as say, H P A)法 を用い て Km s = ド ン 12の 変異 の 検索を行 っ た . 十 二 指腸液中
コ ドン 12の 変異 は膵癌 に おい て P C R:RFI,P法 で42% (16/38), H P A法 で37 %(14/38), M A S A法で66 %(25/38) に検出さ れ た .
また, 胆道痛 で はP C R- F LP法で32 %(7/22), H P A法 で32 %(7/22), M AS A法 で55 %(12/22) に検出さ れ た .
一 方 , 慢性膵
炎でもPCR-R FI.P法で 16 %(6/38), H P A法 で13 %(5/38), M A S A法で32 %(12/38)に 認め られ たが , 胆嚢腺筋腫症20例, 胆
石症22イ軋 対照群20例 で は P C R,R F LP法, M A S A法 い ず れ に て も総 て陰性 で あ っ た . 純膵液中で の K ra sコ ド ン12の 変異を
検討す ると 膵癌 で は P C R R F LP法で7 8 %(29/37), H P A法で66 %(1 9/29), M A S A法で 81 %(26/32) に検出さ れ , 膵液 に比 し
て十二 指腸液 にお け る場合の ほ うが , い ずれ も低率であ っ た . 以 上 の よう に, E R C P直後に膵癌患者より簡便 に採取 し た十二
指腸液で の K-Yu S= ド ン12変異 の 検出頻度は , 純粋 膵液の 場合 に比 し て低 い が , 高感度 の M A S A法を用 い る と Kra sコ ド ン 12
変異が かなり高率 に検出可能 で, 十二 指腸液中K刊 那 変異 の 検出 は, 膵癌 の み な らず胆道痛の ス ク リ
ー ニ ン グ にも有用な こ と
が 示唆 さ れ た.
Eey w o rds Kr as, pan Cre atic cancer,biliarytractc an c er,du oden aljuice, pa n Cr eaticjuice
近年各種画像診断法 の 進歩 や様 々 な腫瘍 マ ー カ ー の 開発 な ど
により, あ る程度進行 した 膵癌 の 診断能は非常 に向上 した が ,
依然と して 早期診断は難 しく , 治癒率 の 向上 は あまり み ら れ て
いない . ま た , 膵 生検 は胃 や 大腸癌 の 場合 の よう に容易に行 え
ない た め , 慢性 膵炎 な ど と の 鑑 別困難例も少 なくない . 一っブ,
近年癌に関する分子生物学的研究の 進歩に より , 膵癌 で 種 々 の
痛遺伝子, 痛抑制遺伝子異常 の 発現す る こ と が 明 らか に さ れ ,
軌こ, ヒ トの 膵癌 の 大部分を占め る 膵管痛 で K朝 那 コ ド ン12の
点突然変異が膵癌組織で7 5- 100 % と高率 に発現する こ と が 明
らか にされ て
i) ､ 1 1)
, 発癌 と の 関わり の み な らず, 臨床応用の 点
からも注目 され て い る. 当教室で は 膵の 病的状態で増加する物
質は血液よりも膵液 へ より反映 され 易い の で はな い か とい う観
点より , 十二 指腸内視鏡下 経乳頭的 に採取 し た純粋膵液中の
種々 の 腫瘍マ ー カ ー や 各種生 理活性物質を測定 し, 膵疾患の 診
断 へ 応 用 しよ う とす る研究 を行 っ て 来 た1 2
､
1 4)
. こ の よう な経
験 を踏え てl 陣痛組織で K刊 那 コ ド ン 12の 点突然変異が高率 に
発現す る こ と に注目 し, セ ク レチ ン 刺激に よ る 内視鏡下経乳頭
的 に採取 し た純粋膵液 に おける K刊 那 コ ドン 12の 一互突然変異の




方法 で は十 二指腸内視鏡下経乳頭的 に膵管 に選択的に カ ニ ュ ー
レ を挿 人 し, セ ク レ チ ン 刺激下に採取 し た純膵液を使用する の
で , こ の よう な場合の 術者は十 二 指腸内視鏡検査 に関 して経験
の 深 い 専門家 であ る必要がある . 加え て, 患者 に と っ て も加重
な負担 に な る検査法である .
そ こ で , 本稿 で は膵液の み で は なく , 胆汁, 十二 指腸自身か
ら の 分泌液, 胃液なども含有する が , 誰 に で も容易 に採取でき
平成10年 9月18日受付, 平成10年10月23日受理
Abbr eviatio n s: A S O, allele spe ci負c oligo n u cle otide;AE, a C ridin u m ester; C T, C O mputed to m ogr aphy;E RC P,
e ndo scopic r etr ogr ade chola ngiop an Cre atOgr aphy;H PA hybridizatio nprote ctio n as say;MASA, m utant allele spe ci丑c
amplificatio n;PT C D, per Cuta n eOu Str an Shepatictholedo chal dr ain age;P C Rr F LP, r e Strictio nfragm entle ngth
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る十二 指腸液 にお い て K刊那 コ ド ン 12変異の 有無 を検討 し, 陣
痛の み な ら ず胆道痛 にお い て もい か なる 診断的意義 を有す るか
を解明 し よう と した . ま た, K 攻が コ ドン 12の 検 出法に関 し て
は種 々 の 方法が 試み られ て き たが
弼
～21)
, Naka m u r aら
21)に より
開発 さ れ た 変異 ア レ ル 特 異的増幅 (m uta nt allele specific
a mpliAcation, M A S A)法 は検出感度が非常 に高 い と 言わ れ て
い
る もの の , 測定 条件 が微妙 で , 必 ず しも普及 して い ない ･ そ こ
で , M A S A法 の 有用性 に つ い て , P C R制限酵素断片長多型分析
(P C Rre strictio n血
･
agm e ntle ngth polym o rphism a n alysis･ P C R:
R F L P) 法や ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ テ ク シ ョ ン 分 析
Olybridiz ationprote ctio n a ss ay, H P A)法な ど他 の 方法とも比較
し て そ の 有用性 につ い ても明ら か に しよう と し た ･
対象お よ び方法
Ⅰ . 払 r α g変異 の検出法に関する基礎白勺検討 に用 い た培養細
胞株
各検出法の 基礎的検討 を行う た め に , 陽性 コ ン ト ロ
ー ル と し
て K ra sコ ド ン 12に G G T-→ T G Tへ の 変異 を有す る ヒ ト 由来膵
癌培養細胞株 であ る PaCa-2を, 陰性 コ ン トロ
ー ル と して K刊 那
コ ド ン12に 変異を有 さな い BxP C-3を用 い た . PaC計2 につ い て
はJC R B細胞 バ ン ク (痛研究振興財団, 東 京) より供給 され ,
BxP C_3 につ い て は大 日本製薬 (大阪)より購 入 した . PaCa
-2 は
D. M E M培地(大 日本製薬), BxP C-3 はR P M I1640培地(大日本
製薬) に牛胎児 血清 (大日本製薬)1 0 %を加え て培養液 に て
37 ℃, 5 % C O2イ ン キ ュ ベ
ー タ ー 内で 培養 し, 十分増殖 し た時
点で珊胞 を回収 した .
I . 十 二 指腸液
19 4年9月か ら 19 98年6月ま で の 間に 金沢大学 が ん 研究所
内科及び関連施設を受診 した 膵癌患者38例 , 慢性 膵炎38例 ,
胆 道癌2 2例 , 胆嚢 腹筋腫症20例 , 胆石症2 2例 , 膵 胆道系 に
は 疾患が なく , 悪性疾患を否定 され た比較対照群2 0例 の 合計
160例を対象 と した . 膵癌症例中23例 は , 手術 な い し剖検時
の 摘出標本の 病理組織学的診断 に よ り 確認 さ れ た , 他 の 15例
は 腹部超音波 と腹部 コ ン ピ ュ ー タ ー 断 層 撮影 (c o mputed
to m ogr ap y, CT)の 所見に加え, 内視鏡的逆行性胆道膵管造影
(e ndo s copic r etrogr ade chola ngiopa n c re atogr aphy, E R C P) の
所見 に よ り診断 さ れ , こ れ らの 膵癌症例 に つ い て は 膿瘍 の 大
き さ, 占拠部位 , 臨床病期 に つ い て膵癌取扱規約 (膵癌研究会
編)2 2)に従 い 分類 した . 胆道痛 に つ い て は仝例手術 な い し剖検
時の 摘出標本 に つ き病理学的に確認 さ れ た . 慢 性膵炎 に つ い
て は, 日 本膵臓学会 の 診断基準
23)
に 基づ き診断 さ れ , い ずれ
も確診 に
一 致 して い た .
十二 指腸液 の 採取方法 は空腹時 に十二 指腸内視鏡JF
-1 0,
JF IT-10, Jト2 30(オ リ ン パ ス , 東京) の い ず れ か を用
い て ･
E RC P後 ス コ ー プ抜去時 に ス コ
ー プの 先端部を十二指腸乳頭部
の 近傍 に置 い て セ ク レチ ン 注射 を行わ ずに , ス コ
ー プ の 吸引装
置を利用 して 十二 指腸液2 ～ 5ml吸引採取 した ･
≠ . 牌さ夜
1990年4月 か ら 1997年4月 まで の 間 に金沢大学が ん研究所内
科 お よ び 関連施設を受診 し た膵癌3 2例, 慢性膵炎20例 よ り採
取 した 純膵液を対象 と し た . 膵癌症例中20例 は , 手術 な い し
剖検時の摘出標本 の 病理組織学的診断 に より確思 され , 佃 の 12
例 は腹部超音汲と C T およ び E R C Pの 所見 に より診断 さ れ た ･
慢性膵炎 に つ い て は , 日本膵臓病学会の診断基準 に基 づき診断
され , い ずれ も確診 に
一 致 して い た ･ 膵液の 採取 は空腹時に十
二指腸内視鏡JF-10, JFI T-10, JF-2 30(オリ ン パ ス) の い ずれか
を用 い て, 経乳頭的 に膵管内 に カ ニ ュ
ー レ を挿 入 し, セク レバ
ン (エ ー ザ イ , 東京)1 U/kg を静注 し, 膵液分泌開始後5分毎4
分画に分割 して 計20分間 にわ た り膵液 を採取 した
12､一1 4)
Ⅳ . D N A抽 出
採取 した 十二 指腸液, 膵 液を遠心分離 して 得 ら れ た沈達に,
プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K (和光純薬工業 K K, 大阪) で処理 後, フ ェ ノ
ー ル . ク ロ ロ ホ ル ム 柚 軋 エ タ ノ ー ル 沈殿 に て D N A を抽出し,
260n m の 吸 光度測定 によ り, D N A濃度 を測定 した
24)25)
Ⅴ . M S A法
M 瓜A法は, セ ン ス プ ライ マ ー の 3
'
末端の 変異D N Aの み を高率
にPCR に て増幅 して 点突然変異を検出 しようと する方法である
21)
.
正 常型で は, 3
,
末端が
一 致 して い ない た め に, P C R にて 増幅の効




末端をⅠ 細 コ ドン 12の 第
一 塩基部位ならび に第二 塩基部位に設
定 した . そ して各変異塩基 ごと に変異体に特異的な プ ライ マ
ー を
合成 し, ア ンチ セ ン ス:5
'
-C T C A T GA A A A T G G T C A G A G A A AC C-
3
,
; セ ン ス ‥ 5
･


















-C TT G T G G T A GT








の プ ラ イ マ ー を 用 い て , まず 第1塩基 , 第2塩基の 3種類の プ
ライ マ ー をそ れ ぞ れ 混合 させ 1セ ッ ト に し て , 抽 出 した鋳型
D N A l OOng, プ ラ イ マ
ー 20pm ol, Am pliTaq
TM ポ 1) メ ラ ー ゼ
(Pe rkin-Elm e rCetu s, NoI W alk, U S A)2･5単位, d N TP( erkin
Elm er)10 0/LM , 10× P C R反応緩衡液(K C1 500m M , Tris-H Cl
lOOm M pH 8.3, MgCl215m Mg, 0･1 % ゲ ラチ
ン)5FLl, 超純水を
加え全量50FLl と して反応液を調整 し た ･ TA K A R A
TM T P3000
(宝酒造, 京都) を用い た , 前 加熱94 ℃1分間･ 変性94 ℃30秒,
ア ニ ー リ ン グ63.5 ℃ 1分30秒, 伸長70℃1分30秒 を1 サ イクル
と し て4 0 サ イク ル P C R反応を行 っ た . 得 ら れ たP C R産物は
2 % NuSie v eT M G T Gア ガ ロ
ー ス ゲ ル (F M C BioPr o-du cts･
R｡ Ckland, U S A) を用 い , Tris一 氷酢 酪E D T A(Tris-II C1 40m
pH 8.0, 氷酢酸20m M , E DT n2m M) 泳動用頼衡液に て 電気泳動
を50 V, 1時間行 い , エ ナ ジ ウム ブ ロ マ イ ド(0･5〃g/ml) 染色を
行 っ て , バ ン ドが 得 られ る こ と に よ り 変異を確認 した ･ そ して
変異 が認 め られ た もの に つ い て は , さ ら に , プ ライ マ
ー をそれ
ぞ れ 単独 に月]い て , 前 述 の 方法で 再度P C R で増幅 し, ア ガロ




実 際の 泳動図 を用 い て 説明す る と , 第1塩基部位 に変異を設
定 した 3種 の プ ライ マ ー を1 セッ トに して , P C R を施行後に電
気泳動を行う と, 図1 に示す よう に セ ッ ト1の 混 合プ ラ イ
マ ー
によ り レ ー ン 2, 3 に変異帯 (179bp) が検出さ れ , 第1塩基
の部
位 に変異 の ある こ と が判明す る･ 同様 に 第2塩基の 部位に変
異
を設定 し た3種 の プ ラ イ マ
ー を セ ッ ト2の 混合 プ ライ マ
ー とし
て P C R後 に 電気泳動を行う と レ ー ン 1, 5 で変 異帯(178bp)
が
検出さ れ , 第2塩基の 部位 に変異 が存在す る と判定さ れ
る ･ 次
に変異が 陽性 と判定 さ れ た もの に つ い て , プ ラ イ マ
ー をそれぞ
れ 単独 に用 い て 再度P CRを行 っ た 後 に泳動を行う と･ 図2 に
示
す よう に レ ー ン 2は CG T, レ
ー ン 3 はTGT, レ
ー ン1 と5 は
G 肝の プ ラ イ マ ー と 反応 して 変異帯が み られ , 各 々 の 症例の変
異パ タ ー ン も確 認する こ と が 可能である .
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Ⅵ. P C R- FI ガ法
Kahn ら
19)に従 い , K刊那 コ ド ン 11の 1番目 に位置する セ ン ス
プライ マ
ー の 3
' 末端 に G → Cの ミス マ ッ チ を導入 す る こ と によ
i), 正常型 K 和 ぶの P C R に よ る増幅産物 は , 制限酵素β裏 NIの
認識配列 であ る C C T G G を含 む の で , Bst N I に より12 8bp と
29bp に切断さ れ る が , 変異型 D N A は認識 さ れ ずに 切断 され な
い の で, 157bpの ま ま残 る よう に プ ラ イ マ
ー を設定 した (セ ン
ス:5
,




, ア ン チ
セン ス:5
,
てC A A A G A A T G GT C C T G C A C C-3
'
). こ れ ら の プ ライ
マ ー を 用 い て , 抽 出 し た D N A を鋳型 と し て , 鋳型 D N A約
200ng, プ ラ イ マ
ー 10pm ol, AmpliTaq
TM ポ リ メ ラ ー ゼ (Pe rkin-
Elme rCetus)2.5単位, d N T P(Perkin-Elm e r)200FL M , 10×
PC R反応績衡液(K C1 500mM , Tris-H CIpH 8.3 100m M , M gC12
15mM , 0.1 % ゲ ラ ナン)10/∠1, 超純水を加え反応液量を100′"1
となる よう に 調整 し, ミ ネ ラ ル オ イ ル 75/∠1を 重層 し た後, サ
ー マ)L,サ イ ク ラ ー PJlOOO(Perkin -Elm e rCetu s) を用い て , 前
知熱94℃1分 , 変性 94℃48秒, ア ニ
ー リ ン グ56 ℃1分30秒 ,
伸長72 ℃ 2分35秒 を1 サイ ク ル と し て4 0 サ イ クル 行うP C R反
応を行 っ た . 得 ら れ た P C R産物21.′∠‖ニ対 し10× 牛血 清ア ル ブ
ミン3fLg, BstNI(Ne wEngland Bioh bs, Be v e rly, M A)30 Uを
加え, 反応液量が 30〃1 となる よ うに 調整 し , 60 ℃で 12時間反
応させ た . こ れ ら の サ ン プ ル を3% NuSiev eT MG T G ア ガロ
ー ス
ゲル (F M C BioPr odu cts) に て 1× Tris- ホ ウ 酸-E D T A(Tris
90mM , ホ ウ酸 90m M , E D T A 2.5m M) 電気泳動用績衡液 に て
50V, 4時間電気泳動 を行 い , エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色後 ,
路γαざ コ ドン 1 2の 点 突然変異 の 有無を検討 した . 囲3は P CR-
RFL P での ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 電気泳動図 であり, 野生型 は制限
酵素BstN I に より128bp と29bp切断 され , 128bpの 位 置に バ ン
ドを認め る が (レ ー ン5. 7. 8. 11. 12)t 変異型 は 励fNI に より切
断されない の で, 157bp の 位置 に変異 バ ン ド を認め る (レ
ー ン 4･
6. 9. 10). K刊 那 コ ドン 12に変異を有す る膵痛培養細胞株PaCむ2
を陽性コ ン ト ロ ー ル (レ ー ン 2), K刊 那 に変異を有 さ な い BxP C-
3 を陰性(野生型)の コ ン トロ ー ル と して用 い た (レ ー ン3).
Ⅶ . E P A法
こ の 方法 の 原理 は , ア ク 1) ジニ ウ ム エ ス テ ル (a cridin u m
ester, A E) が 標識 さ れ た D N Aプ ロ ー ブ は ハ イ プ 1) ダイ ゼ
ー
シ ョ ン に 際 し て , プ ロ ー プ に-一 致 し た塩基配列 を有す る場介
にはA E は塩基間 に挿人(inte rc altio n) さ れ る の に対 し, イく ･
Set l Set 2
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 M
Fig･ 1･ M A S Aan alysis o nKra s m utatio n s at codo n12sho w n
by agarO S e el ctr opho re si ･ Setl, Prim er sfo rthe 血
･
St-1ette r
mutatio ns;Set 2, prim e r
･
Sfo rthe s ec o nd-lette r m utatio n s;
La n e sl-3
, du ode n al aspir ate D N A fr o mpatie nts with
panc re atic c an c e r;La n e4, du ode n al a spir ate D N A fro m a
patie nt with chr o nic pa n c re atitis; La n e5, du ode n al a spir ate
D N Afro m apatie ntwith biliarytr actc an C e r;M, m Ole c ula r size
m arke rs(¢ Ⅹ174 D N A digested byH in cII).
致 の 場合 は挿 入 さ れ な い こ と に基 づ い て い る . そ の 後 に加水
分解 反応 を行うと , 塩 基が 一 致 して い る 場合 は挿入 さ れ た A E
が 加水分解 か ら保護 さ れ る が , ミ ス マ ッ チ を有 す る場合 は ,
A E が加水分解に よ り失活す る . そ して 加水分解 か ら保護 さ れ
た A E を過酸化水素 下 で 化学発光 さ せ , ル ミ ノ メ ー タ で 検 出
す る と い う も の で あ る 20). プ ラ イ マ ー に は セ ン ス : 5
,
-
G G C C T G C T G A A A A T G A C T G A-3
'
, ア ン チ セ ン ス : 5
'
-
G T C C T G C A C C A G T 九椚偶 T G C-3
,
を用 い た , 十二 指腸液 お よ び
膵液 より抽出 し た D N A 2 00ng を鋳型 と し て , プ ラ イ マ ー
50pm ol, AmpliTaq
TMポ T) メ ラ ー ゼ (Pe rkin-Elm e rCetu s)2.5単
位, d N T P(Pe rkin- Elm er)20FLM , 10× P C R尉■El緩衝液(K C1
500m M , Tris-H ClpH 8.3 100mM , MgC12 15m M , 0.1 % ゲ ラ ナ
ン)10/∠l, 超純水を加 え反応液量 を100〃1 とな るよ う に調整 し,
サ ー マ ル サ イ ク ラ ー PJlOO O(Pe rkin- Elm e rCetu s) を用 い て ,
前加熱94℃1分, 変性94 ℃1分, ア ニ ー リ ン グ55 ℃1分, 仲 良
72 ℃ 1分を1 サ イ クル と し て40サ イ ク ル 行 うP C R反応を行 っ
た . 100 ℃10分間熱変性 し た後, P C R産物10/Jl に A E標識を行
っ た野生 塑 (G G T, グリ シ ン) 及び K刊 那 コ ド ン12の 変異型6種
類 (A G T, セ リ ン ; C G T, ア ル ギ ニ ン ; T G T, シ ス テ イ ン ;
G A T, ア ス パ ラギ ン ; G C T, ア ラ ニ ン ; G T r, バ
1) ン) に 一 致
した 7種類 の D N A プロ ー ブ5 0〃1を各 々
一 本ず つ の チ ュ ー ブ に
涼加 し , 6 5 ℃ 15分間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . そ し
て各チ ュ ー ブ に 加水分解用権衡液 (トリ ト ン Ⅹ-1 00 10･5 ml/1,
ホ ウ酸 ナ トリ ウ ム 0.1 5-0.20m ol/1)250′∠∠l を加 え, 65℃5分間加
水分解処理 を行 っ た後 , 急冷 し, 2種 類の 検出反応液 (Ⅰ :
Set l Set 2
A C T A CT A CT A CT M~■~ ■■･ -■■~■~
2 3 1 5
179bp →
← 1 7 8 bI
Fig. 2. M AS Aan alysIS O nK
-r aS m utatio n s at c odo n1 2with
muta ntspe ci五c prl m e rS･ etl, m uta ntSpe Ci丘cprl m e r Sfo rthe
first-1etter m utatio n s(A,A G T;C, C G T;T,T G T);Set2,rn uta nt
spe cific prim er sfo rthe s e c o nd
-1etter m utatio n s(A, GAT; C,
G C T;T, G T T); M , m Olec ula r siz e m arkers(¢ Ⅹ174 D N A
dige sted byH in cII).
1 2 3 4 5 6 7 8~9 10 11 1 2
Fig. 3. P C Rq F L Pan alysis o nK
- ra S m utatio n s at c odo n12･
P C Rpr odu cts w er edigested with BstNI. I.a n el; m Ole c ular
siz e m a rke r s(¢Ⅹ174 D N A dige sted by Hin cII). La n e2;
PaCa-2 a s apo sitiv e c o ntrol. La n e3; BxP C
-3 as a negativ e
c o ntrol. Lan e s4, 6, 9 a nd lO; Ca S e SWithpan c re atic c a n c e r･
Lan e s5,7,8,11, and 12;C aS e S Withchr o nic pan cr e atitis.
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0.1 %過酸化水素 , 1m m ol/l硝酸, Ⅲ : 1m ol/l水酸化ナ トリ ウ
ム) を 順次加え, 化 学発光 を ル ミ ノ メ
ー タ ー Le aderI(Ge n-
Pr obe, In c, San Diego, U S A) に て 測定 し, カ ッ ト オ フ 値 は
10,0 00相対光度単位(relativ elightu nit, R L U)と し た
1 7)
.
Ⅷ . 統計 的処理
ズ
2
検定を用い て 有意差検定を行 い , P < 0, 5を有意差あり と
判定 した .
成 績
Ⅰ . M A S A法に 関する基礎的検討
M A S A法 の 感度 は非常 に高 い が , P C Rの 際の ア ニ
ー l) ン グの
Setl Set2




1 2 3 4 M
179 bp →
179 bp →
← 1 78 bp
B
Setl Set2
1 2 34 M
温度に より特異性が微妙 に影響 さ れ る の で , 陽性 コ ン ト ロ ー ル
と し て 膵癌培養細胞株PaCa-2 を, ま た , 陰性 コ ン ト ロ ー ルと
して BxP C-3 を用 い て , ア ニ ー リ ン グ の 温度 を60･0 ℃, 61.0℃,
62.0 ℃, 63.0 ℃, 63.5 ℃, 64.0℃と 変えて , 至 適温度の 検討を
行 っ た . 図4(朗, (B), (C), (D) に示すよう に ア ニ ー リ ン グ温
度 が60.0 ℃, 61.0℃ , 62.0 ℃, 63.0 ℃で は特異的 の み ならず,
非特異的な バ ン ドも認 め ら れ た が , 63.5℃で は 図4の (E) に示
す よう に K刊 那 コ ドン 12 にT G T と変異 を有する陽性 コ ン トロ ー
ル と 第1塩基部位 に変異を設定 した3種 の プ ラ イ マ ー を含むセ
ッ ト1 との 間に の み 特異 バ ン ドが 認め ら れ た . 64.0℃まで上げ
る と, 図4 (F) に示すよう に い ず れ に も バ ン ドが 認め ら れず,
Setl Set2
1 2 34 M
179 bp →
← 178 bp 179 bp →
← 1 78 bp
D
Setl Set2




Fig. 4. Dete r min atio n ofthe optim alte mpe r atu r efo ra nne aling of M A S A, u Sing D N A is olated fro
m PaCa-2(m uta nり and BxP C
･3
bonm utanO c e11s. Te mpe r atu re sfor a n n ealing:(A)60℃･ (B)61℃･ (C)62℃･ (D)63℃･ (E)63･5℃･ 椚 64 ℃･ Setl, Prim e rs
forthe
Grsも1ette r m utatio n s;Set2, prim er sfo rthe se c ond-1ette r m utatio n s; Lan e Sl and 3, D N A&o m PaCa
-2 c ells; hn e2 and 4, D NA 如
m












十 二指腸液中 K朝 野 変異 の 検出とそ の 診断的意義
この 温度で は プ ラ イ マ
ー に 関係 な くP C R が進展 し にくく な る
もの と思わ れ た ･ 以 上 より, ア ニ
ー リ ン グ温度 は63･5 ℃が至適
温度である とみ な し, 以 後の 検討は こ の 条件 下 で行 っ た ･
次 に, 本 法 の 検 出感度を 明ら か に し よ う と し て , 同 様 に
paca-2 と BxP C
-3 をそ れ ぞ れ 陽性 と陰性 コ ン ト ロ ー ル に用 い て
以下 の ご と く検討 した ▲ BxP C-3 より抽出 した D NA に対 し ,
paca･2 より 同様 に抽出 した D N A が それ ぞ れ 100 %, 10 %, 1 %,
0.1 %, 0.01 %, 0.0 01 %の 割合と なり, か つ 両 者の D N A を合わ
せた量が 一 定 と なる よう に2種 の D N Aを混合 した , こ れ を 鋳
型D NA と して P C Rを行い , M AS A法 にて 分析す る と 図5 に示
すように変異 バ ン ドは D N A濃度が0･01 %まで 明瞭 に検出 され ,
さら に, 0.00 1% でもわ ず か に検出 さ れ て お り , 検出感度は
0.01 ～ 0.001 %の 間 にある と考えら れ た.
Ⅰ . 十二 指腸液に お ける E-r 耶 コ ドン 1 2の変異
1. M A S A法 に よ る検討
十二指腸液に お い て MAS A法に より K ra s= ド ン12変異 に つ
い て検索 した と こ ろ, 悪性疾患で は 膵癌38例中25例(66 %)で ,
胆道痛で は22例中12例 (55 %)で 変異 バ ン ドを認め た . 良性疾
患で は慢性障炎38例中12例 (32 %) で 変異 バ ン ドを認 め た が ,
胆嚢腺筋腫症20例, 胆石症2 2例, 対照群20例 で は い ずれ に も
検出さ れ なか っ た . M A S A法 で 変異陽性 と判定さ れ た 膵癌, 胆











Fig.5. Ev alu atio n ofthe se n sitivity of M A S Aan alysis o nK-7u S
m utatio n s at codo n12. D N A 丘
･
O m PaCa-2(m uta nt)c ells w a s
mixed withthatfro mBxPc-3(n o n m uta nt)cells at the co n sta nt
ratio s and u s ed a s ate mplate fo rP C R. M: m Ole c ular siz e
marke rs(¢ Ⅹ1 74 D N A dige sted byHin cII).
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表1 に示す ごと く, 変異型は さ まざまであり, い ずれ の 疾患群
に お い ても, G A T(ア ス パ ラ ギ ン) の 変異型を示す頃度が最も高
率であ っ たが , 疾患 により特定の パ タ ー ン は認め ら れなか っ た .
2. PCR-R F LP法に よ る検討
MAS A法 との 場合と 同様 に, 変異を有するPaCa-2 と変異 を有
さ な い BxP C-3を用い て , 希釈系列を作 り, こ れ を鋳型 D N Aと
して P C R を行い , P C R- RF L P法の 感度 に つ い て 分析す る と図6
に示す よう に変異 バ ン ドの D N A濃度は0.1% まで確認 され た .
十 二 指腸液に お い て K刊那 コ ド ン12の 変異に つ い て検討 した
と こ ろ, 悪性疾患で は 膵癌38例中16例 (42 %), 胆道痛2 2例中
7例 (32%) に 変異 バ ン ドを認 め た . 良性 疾患で は慢性膵炎38
例中6例 (16 %) に 変異 バ ン ドを認 め が , 胆嚢腺筋腰症20例 ,
胆石 症22例及び対照群の 20例で は , い ず れ にも K刊 那 遺伝子の
変異 バ ン ドは検出さ れ な か っ た .
3. H f A法に よ る検討
H P A法 に よ る 測定値 は R LUs と して表示 さ れ , 既報 17)に従 い
1 0,000 R L Usをカ ッ トオ フ 値 に設定 し, 十 二 指腸液中 K刊 那 変異
の 有無 を検討 した . 図7 に示すように膵癌38例月コ14例(37 %),
胆道痛22例中7例(32 %)が 変異陽性 と判定 さ れ た . -一 方, 慢
性膵炎3 8例 の 患者か ら採取 した 十二 指腸液 で の 検討で は, 38
例中5例(13 %) が 変異陽性と判定 され たが , 胆嚢腺筋腫症20












15 7 bp →
← 1 28 bp
Fig. 6. Ev alu atio n ofthe s e n sitivityof P C R- FL Pa nalysis o nK
-
ra s m utation s at c odo n12. D NA 丘
･
Om PaCa-2(m utant) c e11s
w a s mix ed with thatfr o mBxPC-3(n o n m uta nt)c ells at the
c o n stantr atio s a ndused as ate mplatefo rP C R. M: m Ole cular
siz e m a rkers(¢ Ⅹ174 D N A digested byHin cII).
Tablel･ An alysis of K- r a Sm ut atio ns at c odo n1 2 il-du ode n ala splratefro mpatients withpa ncre atic can ce r,
chro nicpancr e atitis and b ilia rytract c ancerby M A S A
No.(%)ofm utation -POSitive c ase sin









Totalnu mber ofpositivecas es


























































Ser,S erin e;Arg, arglnin e;Cys, CySteine;Asp, aSPartic a cid;A la,alanin e;Val, V alin e;
a)Totalnu mber ofcas es t esed.
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し て検討す る と, H P A法で 陽性と され たもの で , M A S A法 で 陰
性 と さ れ た もの は , い ず れ の 疾患群に お い て も1例も認 め ら れ
な か っ た . 一 方 , MA S A法で 陽性 と判定 され たが , H P A法で 陰
性 と さ れ た もの は , 膵癌25例中1 1例(44 %), 胆道癌12例中5
例 (42 %), 慢性 膵炎12例中7例(58 %) と, か な り 高率 に認 め
ら れ た . 一 方 , 胆 嚢腺筋腫症20例 で は M A S A法, H P A法 い ず
れ に お い て も仝例陰性であ っ た .
Ⅱ . 十 二 指 腸液中 E ザα ぷ コ ドン 1 2変異 の各測定法 に よ る 検
出頻度の比較
十二指腸液中E一 和 5遺伝 子変異の 測定法 に よ る 検出頻度 を比
較す る と 表2 に示す ご と く, 膵癌 , 胆道痛 で の 陽性率 は P C R-































慢性膵炎でも同様 に M A S A法 で高率であ っ た .
Ⅳ . 十 二 指腸液 と純粋膵液 に お ける Eィ αg コ ドン 1 2変異の
積出頻度 の比較
十二指腸液と純膵液中 にお ける E一 和 S 変異の 頻度を比較した
と こ ろ (表3), 膵癌群 に お ける 検討で は, い ず れ の 方法 にても
十二指腸液 に比 して膵液で高率 に K 朝 那 変異が 検出 さ れた. 慢
性膵炎群に つ い て み る と , 膵 液と 十二 指腸液 に明 らか な差異は
認め られ な か っ た .
Ⅴ . 十 二 指腸液中 K r αβ変異の 有無 と膵癌の臨床病理学的事
項 との 関係
M ASA法 に よ る十 二 指腸液中K刊 那 変 異の 有無 と臨床病理学



























































PCa B TCa C P A M G
(n= 3 8) (∩= 2 2) (n= 3 8) (匝 2 0)
Fig.7･ Relatio nbetw e e nle v els ofche milu min e sc e n s eby H P Aa nd po sitivity by M A S A fo rK
- ra S m utatio n s at c odo n12 in duode nal
a spir ates血
･
O m Patie nts withpa n c re atic c an C e r(P Ca),bilia rytra ctc a n c e r(B T Ca), Chr o nicpa n cr e atitis(C P)and ade n o myo m ato sis ofthe
gallbladde r(A M G). ●, Ca S e Swith Kra s m utatio n sdete cted by M A S A. 0, C a S eS Witho utK- m S m utatio n s.
Table2. Co mparis o n oftheinciden c e ofK
-
raS m ut ation s atc odo n12in du ode n alasplrate fro rnPatie ntswith
pan cr eatic c an C er, biliarytr act c an c er, Chro nicpa nc reatitis, ade n omyo m atosis ofga11blad der,
Cholecystolith iasis andc o ntroIsubjects by M A S A, P C R- R F L Pa nd H P A
D ise as e
No. ofc as es
e x a mind
No.(%)ofK-raS mutation -PO Sitiv e c asesby
P C R- R F L P H PA M ASA
Pa n cre atic c an C er
Chro nicpan cre atitis
B iliarytra ctc an c er






























R FLP,r eStrictio n丘
■
agm e nt lengthpolym o rphis m;HP A,hybridizatio npr ote ctio n ass ay; M ASA, m utant
allele spe cific amPlificatio n;n.d. , n Ot do n e.
十二指腸液中 K明 お 変異 の 検出とそ の 診断的意義
Table 3･ Co mparis on oftheinciden c e ofK
-
ra S m utatio n s atc odo n1 2 indu ode n alasplr ate andpure
Pan Cre atlCJulC en
■
O mpatie ntspan cre atic c an c er andchro nicpan c reatitisby M ASA, P C R
-RFLPand H P A
In ci de n ce(%)ofK- r aS m utation atcodo n1 2
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Dis eas e Du odenaljulC e Pancr eatic｣ulCe
R F L P H P A M ASA R FL P H PA M AS A
Pan Creatic c an cer 4 2(16/38)
a) 3 7(14/38) 66(25/38) 78(29/37) 66(19/29) 81(26/32)
Chronicpan cre atits 16(6/38) 13(5/38) 32(12/38) 13(5/40) 4( 1/26) 25(5/20)
a)No. ofK - r a S m utatio n-POSitiv e cas eshlO. Ofc asestested. R F L P,r eStrictio nftagm ent le ngthpolym orphis m
;H P A,hybridization pr otectio n ass ay ;M ASA, m utantallele specific a mplificatio n.
Table4. Relatio nshipbetw e en K - raS m utatio ns induoden alasplr ate by MAS Aandthesiz e,Clinicalstage and
lo cation ofpan cre atic c an cers
C hara cteristics















































M ASA, m ut an t allele spe cific amPlificatio n;T S]≦2･Ocm ,2･Oc m <T Sっ ≦4･Ocm , 4･Oc m<T S3≦6･Oc m,
6.Ocm <TS4; +, m u tatio n-POSitiv e;-, m utaio n- n egative･
いてみ る と, T Sl (≦ 2c m) は やや 低 か っ た が , T S2以上 で は差
異は認め ら れ なか っ た . 臨床 病期 に つ い て み る と , ス テ ー ジ
(stage)Ⅰ の 症例 は 含まれ て ない が , ス テ ー ジ Ⅳで Kr asの 変 異
の陽性率が高い 傾向が み ら れ た . さ ら に, 腫瘍の 占拠部位 と の
関係に つ い て み る と, K-γαざ変異の 陽性率 に差異 は認 め ら れ な
かっ た .
考 察
一 般に単 一 の 遺伝子変異があ る痛で高頻度 に検出 され る こと
は稀で ある が , 19 88年Alm ogu er aら
1)に よ り K ra sコ ド ン12の
点突然変異は ヒ ト膵癌組織 で22例中21例 (95 %) と い う驚く べ
き高頻度 に生 じて い る こ とが 初め て 報告 さ れ て以 来, 多くの 研
究者により追試 さ れ , 75-100 % と高率な変異率が報告 され て
いる1卜 11)
. 1989年Bo s2 6)の γαざ痛 遺伝子の ヒ ト各種痛組織 にお
ける突然変異 の 頻度 に つ い て纏 め た文献的集計 に よ る と, 膵管
噴は82% (12 8/15 6), 大腸 癌 は43 %(119/277), 肺癌 は 30 %
(19/63), 甲状腺痛 は2 9 %(16/5 5), 膀胱 癌 は10.4 %(7/67),
腎臓痛は1 0 %(3/30), 肝痛 は9.7 %(3/3 1), 子宮 癌 は6.6 %
(7/106), 乳癌 は2.3 %(2/8 6), 食 道痛 は0 %(0/25), 胃痛 は
Q %(0/33) で あり , 膵癌で は例外的 に高頻度 に発現 して い る こ
とが利か る . ま た , K はp ple
27吻 1994年 の 総説 にお い て も膵癌
は75-90 %, 大腸癌 は3 0-50 %, 卵巣癌 は4 5 %, 胆 道痛上部 は
9%, 下 部は4 1 %, 肺癌は 15-30 %, 乳頭部痛 は 仙30 %, 胃痛
は<5 % であり, 膵癌 の K明 朗 点突然変異 の 頻度 はも っ と も高
い
. ま た, ヒ ト膵癌 で検出 され る の は K朝那 の みで , H一 和ぶや N一
用 5の 検 出さ れ た報告例 はな い . さ ら に , ヒ トK刊 鮎 の 変異 は コ
ドン 12, 13, 61に起 こ る が , 陣痛 で は ほ と ん ど コ ド ン 12 に限
ら れ て い る 点で も, 臨床 応用 と い う観点 か ら 都合が よ い 2
6)
当教 室で は こ れ に注 目 し, 膵癌 の 大部分 は膵管上皮由来の 膵
管癌で ある こ と よ り, 発生 し た膵癌細胞 の 一 部 は , 容易 に膵
液中 に脱落す る と い う想定 の 下 で , セ ク レ チ ン の 分泌刺激 に
て , 内視鏡 下 経乳頭的に採取 した 純粋膵液中 に お い て K- γαぶ
コ ド ン 12の 点突然変異の 有無 を検索 し , そ の 診 断的意義 を
検討 し て きた 1 5卜 ほ). 教室 の 渡辺 ら 1 5)は ア レ ル 特異的 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド (allele spe cific oligo n u cle otide, AS O) プ ロ
ー
ブ を用 い た ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン (dotblot
hybridiz atio n) 法で膵液中の K-r aS= ドン 12変異を分析 し, 膵癌
で 55 %(11/20) に 変異が 陽性で , 慢性膵炎18例で は い ずれ も
陰性であ っ た こ と を 初め て報告 した . そ の 後内外 で多くの 追試
があり2 8卜 33), Ko ndo ら
33)は 60 %(26/43), Be rth61e my ら
29)は
7 7 %(17/22) に膵癌 にお い て K刊 那 コ ド ン12の 変異率を報告 し
て い る . また , 当教室で もP C R- RF L P法 で 飢 % (21/26) に 粗
相 5 コ ド ン 12の 変異を認 めて い る1 6). さ ら に, 検出感度の 高い
方法で分析す る と, 100 % に検出 し得 た と い う Tadaら
31)(6/6)
や m m pe rら
28)(16/16) の 成績もみ られ る. しか し, 検 出感度
を上 げる と , 慢性膵炎 でも約20-30 % に K刊 那 コ ドン12の 変異
が 陽性 にな る こ とが 判明 し
30)
, Ⅸ正 邪 遺伝子変異の 癌特異性が
大き な問題 とな っ て い る . 膵管 内乳頸腺腫 やその 腺膿内癌 でも
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K_ ra S# 異が 高率 に み ら れ る の に加え, Ya n agisaw aら
34)35)は,
慢性膵炎組織 の 一 部 に み られ る粘液過形成上皮 よりマ イ ク ロ ダ
イ セ ク シ ョ ン 法 で 抽出 し た D N A に E- γαぶ コ ド ン 1 2の 変 異が
63 %(10/16) と い う高頻度 にみ られ る こ とを明 ら か に し, 粘液
珊胞過形成 一 腺腫 一 癌腫 の シ ー ク エ ン ス の 概念を分子生物学的
側面 より支持す るもの で ある と 述べ て い る . こ れ ら の こ と よ り,
良性 疾患 の 膵液 に見 られ る K刊 が の 変異 は こ の 様 な 過形成 上皮
の 混 入 した こ とを反映する と 考えら れ る よう に なり , 苦 労して
採取 した 純膵液中 の K刊 郡 コ ドン 12の 変異を検出 して もス ク リ
ー ニ ン グ的な意味 しか ない と い う意見もみ ら れ る よ う にな っ て
い る .
一 般 に, 純膵液の 採取 に は十二 指腸内視鏡下経乳頭的 に膵管
に選択的に カ ニ ュ ー レを挿 入 し, セ ク レ チ ン 刺激下 に採取す る
方法で行わ れ て い る. こ の 様 な方法 に は十二 指腸内視鏡を用 い
て, 膵胆道 へ の ア プ ロ ー チ が 円滑 に行え得 る経験 の 深 い 内視鏡
の専門家が必要で ある . 加 えて , 本 法は患者 に と っ て 苦痛を伴
う こ と が多く, 時 に偶発症として乳頭炎や急性膵炎を惹起 させ
る場合 があ る . こ の 様 な こ とよ り, 本研 究で は , 誰 に で も容易
に採取でき る十 二指腸液で K刊 那 変異 の 有無 を検討す る こ とが
どの 様 な診断的有用性 を有す るか を明 らか に しよ うと し た . 日
常臨床 の 実際的な面も考慮 して, E R C P後 の ス コ
ー プ抜去後に
ス コ ー プの 先端部を十二指腸乳索郎 の 近傍 に置 い て , セ ク レ チ
ン や セ ル レ イ ン な どの よ うに 膵液や胆汁分泌を刺激す る よ うな
薬物 は用 い ず に, ス コ ー プの 吸引装置 を利用 して 十二 指腸液を
2 ～ 5ml吸引採取す る と い う 簡便な採取法を用 い た. 当然 なが
ら
, 十二指腸液 は膵液の み で なく , 胆 れ 十二指腸自身か ら の
分泌軌 胃液な ども含有する の で , 膵臓の み で なく, 胆道系の
D N A診断も行え る可能性 が期待できる が , 膵 液 はか な り希釈
さ れ る た め , 臨床検査法 と して 用い る に は, K明 兆 変 異の 検 出
法 の 感度が重要な要素 に な る と想定 さ れ る. 著者 の 方法 で採取
した十 二指腸液 に お ける K朝 野 変異の 成績 に つ い て み る と , 膵
癌 で はP CR R FL P法で 38例中16例 (42 %), H P A法で3 8例中14
例 (37 %) で ある の に 対 し, M A S A法 で は38例中25例 (66 %)
と か なり高 い K刊 那 変 異の 検出率 が得ら れ た . さ ら に , 胆道痛
で は , P C R･ FI∬法で 22例中7例(32 %), E P A法で 22例中7例
(32 %) で ある の に対 し, M A 弘法 で22例中12例(55 %) と 同様
に最も高 い 検出率 が得 られ た.
一 方 , 慢性膵炎でもP C R- F L P
法で 38例中6例 (16 %), E P A法で38例中5例 (13%) で ある の
に 対 し, M AS A法で 3 8例中12例 (3 2 %) と 同様 に か なり高い
陽性寧が み ら れ た . 前 述 した よ う に , 十二 指腸液 の 採取 は セ
ク レチ ン な どの 分泌刺激剤を使 わず に, E R C P造影後 に吸引採
取 した もの なの で , 十二 指腸液中 に含ま れ る 膵液 の 量 は か な
り少ない も の と 想定 され る が , M A S A法 に よ り得 ら れ た 十 二
指腸液中の K朝 鮎 変異 の 検 出率 は膵, 胆道痛 い ず れ に お い て も
50 %を超えて お り , そ の 検 出率 は期待 以上 に高い の で は ない
か と思 わ れる .
十二 指腸液中K朝 那 コ ド ン12 の変異 につ い て , Ⅰ即 Chi ら
36)は ,
セ ク レチ ン刺激 に て 施行す るセ ク レチ ン テ ス ト下 に採取 し た十
二 指腸液を用 い て , 一 本鎖 高次構造多型分析 (single str a nd
c o nfo r m atio npolym o rphism , SS C P) 法で膵癌 に お い て 63 %
(12/19) に Kィ αぶ変異 が 検出 され たと報告 し て い る ･ ま た ,
W ile ntz ら37)は 膵十二 指腸 の 手術時 に直接採取 し た十 二 指腸液
におい て, 膵滴 で2 5% (13/5 1) にK朝 那 変異を検出 した と報告
して い る . 前者 で は独自に セ ク レチ ン テ ス ト用 の チ ュ ー ブ を挿
入 し, セ ク レチ ン刺激下 に 長時間 にわ たり, 十 二 指腸液を採取
して い る. した が っ て , セ ク レチ ン に より膵液 を積極的に分泌
させ て い る の で , 膵液を高濃度 に含有す る利点 はあるが , 採取
法 と して は 簡便 で は なく, 時 間も要す る . さ ら に , セ ク レ チン
に よ り膵液分泌を刺激 し て採取 して い る に もか か わ らず, 検出
法の 感度 の 違い の せ い か , K刊 那 変 異の 陽性率も若干低い . 後
者で は 検出率が非常 に低 い の み なら ず, 手術時 に採取さ れた十
二 指腸液を使用 して い る の で , 臨床検査法 と して の 優劣を比較
し て論ず る対象で は ない . 著者 の 用い た十二 指腸液は , E R CP
造影後 で は あ る が , 膵液 や 胆汁 の 刺激剤を用 い ず に , 2 ～ 5ml
の 少量を 一 瞬に採取 した もの で あり, 本法 は通常 の 上 部消化管
の 内視鏡検査時 に十二指腸まで に挿入 し, 十 二指腸液を簡便に
採取す る方法に匹敵す るもの で ある と思 わ れ る . にもかか わら
ず , 膵癌で 66 %, 月旦道痛 で 55 % に K刊 那 コ ド ン 12の 変異を検
出 し得 た著者の 成績は注目 に催す るもの で あ ると い えよう.
一 方 , 胆 道系悪性腫瘍 の 組織 レ ベ ル で の E-γα5 コ ド ン12の
変異 に つ い て 検 討 した 従来 の 成績 を み る と , 当初 , 胆 管癌,
胆嚢 癌 に は Eィα5変異 は ほ と ん ど認 め ら れ ない と い う報告も
あっ た 38)
3 9)
. そ の 後 M otojim aら
40)は , K- ra S= ド ン 12の 変異
が 胆道痛で 22.9 %(11/48) に認 め , 部位 別 に み る と , 上部
9 %(2/23), 中部0 %(0/6), 下 部4 7.4 %(9/19) と 下 部に多
い こ と を報告 し て い る . Im ai ら
41)は 変性勾配 ゲ ル 電気泳動法
(de n atu ring gradie nt gelele ctropho re si) を用い て , 胆道痛で
57 %(13/23), 胆嚢痛で 39 %(9/23) に K朝那 コ ド ン12の 変異を
検出 して い る. ま た, Sto rk ら
42)は月旦道痛で 66 %(4/6) にm Ⅶ
コ ド ン 12の 変異を検出 して い る . さ ら に , 高感度 の 検出法を
用 い た b vi ら
43)は胆 管癌 で10 0 %(15/15), 渡遮 ら
44)は胆嚢癌
で5 5 %(6/11), 胆管癌 で 1 00 %(2/2), 胆管細胞癌で 100 %
(2/2) に K 珊 那 コ ド ン12の 変 異 を検出 し て い る. こ の ように,
検 出 法の 感度 の 向上 と 共 に胆道痛 にも K- γαざ変 異 は かなり高
率 に発現 し て い る こ と が 明 ら か に な っ て い る . さ ら に,
Matsubar aら
45)は P C R,S S C P法を用い て , 膵胆 管合流異常を伴
っ た 胆道癌組織 の 癌細胞 より マ イ ク ロ ダイ セ ク シ ョ ン法で抽出
し た D N A で 80 %(4/5), 過 形成ある い は 異形成 上皮より同様
に抽出 した D N Aで 58 %(7/12) に K刊 那 変異が 認 め ら れた こと
か ら , K甘 郎 の 変 異 は過形成や異形成 の よう な前癌性病変の段
階でも既 に起 こ っ て い る の で は な い か と 述べ て い る .
一 方 , 胆
汁中 K朝粥 変異 に つ い て 検討 した 成績をみ る と , 郎ki ら
46)の経
皮経肝総胆管 ドレ ナ ー ジ be rc uta n e o u str an Shepatic choledocal
drain age, P T C D) に よ っ て採 取 し た胆汁中 の K
- raS変異は20 %
(1/5)と か なり低 い が , Lee ら
47)の E R C P時 に採取 し た胆汁中K･
γαざ の 変 異 は67 %(2/3) にみ ら れ た と報告 し て い る ･ さら に･
It｡ ら
48)は F r C D により採取 し た月封1 坤で著者 ら と 同様 にMASA
法 を 用い た 検討で , 胆道 痛で 79 %(11/14) に K刊 那 変異が検出
し得 た と報告 して い る. こ の よう に , 胆汁中 にお い て も高感度
な検出方法 を用 い れ ば , 胆道痛 で もⅨル " コ ド ン1 2の 変異が高
率に検出でき る こ と が 明ら か にな っ て い る . 今 回の 著者の 十二
指腸液 にお ける 胆道系疾患の検討 で は , 胆道痛で P CR- 貯 ば法
にて 32 %(7/22), H アA法 にて 32 %(7/22), M A 弘法 にて55 %
(1 2/22) に K朝 那 コ ド ン 12の 変 異が検出 さ れ た の に対 し, 胆秦
腺筋腫症 20例, 月旦石症22例 , 対 照群 の 20例 で は , M A SA法を
含むい ず れ の 方法 にて もす べ て 陰性 であっ た ･ こ の よう に, 高
感度 の M A弘 法を用 い れ ば, 胆道痛 にお い ても胆汁や膵液の分
泌刺激剤な どを用 い ず に 簡単 に採取 し た十 二指腸液 にお いて
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も, & 仰 変異の 検出が か な り高率 に可 能で あ る と い う 成績が
得られた ･
MAS A法 は, 3
,
末端が 変異特異的塩基 に な る よう設定 した合
成オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプラ イ マ
ー を用 い , 厳密 な条件設定 の も
と にP CR反応を行う と , 多量 の 正 常遺伝子中 に混在す る ごく
少量の 変異遺伝子を特異的に検出する こ と が で きる と い わ れ て
いる
21)
. 当初著者 は, Naka m u raら
21)の 原著 に従 っ た条件設定
でM AS A法を行 っ た が , 良好 な結果は得 ら れ なか っ た .
一 般に ,
PC Rの 際の ア ニ ー リ ン グ に よ っ て
一 本鎖 の D N A が再結合する .
こ の 際ア ニ ー リ ン グ温 度を 上げ る と P C Rの 効率 が 下 が るが ,
特異性が 上が る , 逆 に ア ニ
ー リ ン グ 温度 を 下 げ る とP C Rの 効
率が上 が るが , 特異性が 下 が る . そ こ で , 種 々 の 条件 下 でP C R
を試み, 囲4 で示 した よ う に63.5℃が 筆者 の 用 い た 実験装置 に
おける ア ニ ー リ ン グ の 至適温度であ る と い う結果が得 ら れ た .
さらに , 検 出感度を調 べ る た め に, 変 異細胞株 PaCa-2 と非変
異株BxP C-3を用 い て検討す る と , 図5 に示す よう に変異型の
割合が0.01 ～ 0.00 1 % にま で検出可能な結果が得 ら れ た . これ
は正常細胞10,000～ 10 0, 00個 に癌細胞1個が含ま れ る ま で 検
出可能である こ とを意味 して おり , 検 出感度 が極 め て高 い 方法
である こ と が確認 さ れ た . ま た , 実際 に十二 指腸液に お い ても
今回検討 し た三 つ の 検 出法 の 中で M A S A法 で最も高い K-raS#
異の検出率が得 ら れ た . さ ら に, K朝 鮎 コ ド ン 12変異 の 測定法
と して報告 さ れ て い る A S O法49)や SS C P50)法な ど他 の 検出法 の
感度と比較 して も, こ の 様 な 高い 感度 は得 られ て い な い . 従 っ
て, M A S A法 は K,r aS変異 の 検出法 と し て 高度な感度が要求 さ
れる, 十二指腸液 にお ける K刊 ∬ 変異 の 検出 には 最も適 した 方
法であり, さ ら に変異型をも同時 に検出で き る利点が あ る .
M A SA法を用い て 十二 指腸液中 K- rαざコ ド ン 12変異 の 検討 で
は
, 表1 に示 した よう に, K刊 那 の 変異塾は さ ま ざま である が ,
膵癌, 胆道癌, 慢性膵炎 い ず れ の 疾患群 に お い て もG A T(ア ス
パラ ギ ン 酸) が 半分弱の 割合を示 し, 良悪性疾患 で パ タ ー ン の
差異が み られ なか っ た .
P C R- FL P法 に つ い て は, 変異 し た塩基配列の 種類を同定で
きない が , 従来変異型の 割合が 0.1 % でも検出 できる と い わ れ
てい る49)
, 今回の 著者 の 用 い た条件下 にお ける本法 の 検出感度
も, 培養細胞株 を用い た検討で , 図6 に示す よう に 正 常 D N A
に対し, 変異型D N Aの 割合が 0.1 % に含ま れ るま で検出可能で
あっ た . こ れ は , 理論 的に正 常細胞1000個 に癌細胞 が1個 が含
まれるまで検出可能である こ と を反映 して おり , か なり高 い 検
出能と い よう . しか し, 十二 指腸液に お け る K刊 那 変異 の 検出
率は, 前述 した ご とく M A S A法 に比 して か なり低率であり , 十
二指腸液の K朝 お 変異の 検出 に は適 さ な い と 思わ れ る. H P A法
は当教室で開発さ れ た 方法であり, 短時間内で定量的に測定が
可能で , か つ , 変異型も同時 に測定できる利点を有する が , 検
出感度 は5 % と低 い 17). し た が っ て , 十 二 指腸液 の E一 和 ぶの 測
定にB PA法 は 適 さ な い こ と は い う ま で も な い . 一 般 に慢性膵
炎に伴う過形成 は膵管上皮 の 一 部 に しか 存在 しない た め , 膵液
中にその よう な上 皮 に由来 し た K刊 鮎 遺伝子 の 変異があ っ て も,
正常上皮 に由来 した多く の 野生型 路γαぶ遺伝子 に希釈 さ れ , 検
出されにくく なり, 検出感度 の 高い 分析法 を用 い た時 にの み 陽
性になる と思 わ れ る. 一 方 , 膵癌で は癌細胞 の 絶対量が多い た
め
, K刊 鮎 遺伝 子変異を有す る膵癌細胞 の膵液 へ の混 入す る割
合が高くなり, 検出され易い と推定さ れ る . H P A法は プロ ー ブ
にアクリ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル を標識 し, D N Aの P C R産物 と反応
させ 生 じ る化学発光値 より K朝 那 変 異の 有無 を定量的 に短時間
に測定で きる . こ の 方法で 測定 し た H P A値 は , 膵癌で 著明な
高値を示す場合が多い の に射し, 慢性膵炎 で は 図7 に示す よう
に多く は低値を示す と い う成績が得 ら れ る. つ まり, 検 出感度
の 高い M A S A法 の よう に定性的な方法 で は慢性膵炎でも
変異 はか なり検出 さ れ るが , H P A法 の よう に定量的に測定し,
従来の 腫瘍 マ ー カ ー の よう に適切な カ ッ ト オ フ 催 を用 い る と ,
痛特異性 の 高い 検査法と して用い る利点が考えら れ る.
今回の 著者 の K明 朗 コ ドン 12変異の 検出率 は, 十二 指腸液を
用い る と, 膵痛で は P C R, F LP法, H P A法, M AS A法で そ れ ぞ
れ 42 %, 3 7 %, 66 % である . これ に対して純膵液で はそ れ ぞ
れ 78 %, 66 %, 81 % であり , い ず れ で も純膵液で の 検出率が
優れ て い る. 後者で はセ ク レチ ン 刺激下に純膵液の み採取す る
の に村 し, 前者で は その ような刺激剤 を用い ず に採取 し, 膵液
以外 の 他 の 液体成分も含んだもの に つ い て検 討 して い る こ とか
ら, こ の 様な結果 は当然である . しか し, この 様な条件で採取
した十 二 指腸液 でも M AS A法を用い る とか なり高い 陽性率 が得
ら れ る こ と は注 目 さ れ よう. 一 方, 慢性膵炎 にお い て も, 十二
指腸液で の K刊 那 コ ド ン12の 変異検出率 は そ れぞ れ 16 %,13 %,
32 % である の に対 し, 純膵液で はそれ ぞ れ1 3 %, 4 %, 25 % で
あり, 偽 陽性率は む しろ 十二 指腸液で高い と い う成績が得 られ
た . そ の 原 因 は 判然 と し な い が , 今 回 用 い た 十 二 指腸液 は
E R C P後 に 回収 し たも の で , 造影剤注入 に伴 い , 膵管上 皮の 障
害や脱落が 生 じや すく, K刊 鮎 変異の 生 じて い る 過形成上皮が
膵液中 に脱落 しや すくな る な どの 要素が 複合 して い る の か もし
れ ない .
以上 の ご とく , 十二 指腸液をE R C P後 に ス コ ー プ の 先端部 を
十二指腸乳頭部近傍 に置い て , ス コ ー プの 吸引装置を利用 して
採取す る方法 は, 経乳頭的 に膵管 に挿管 して セ ク レチ ン 刺激下
に行う純膵液採取法 に比 して , 患者 に与え る苦痛も少なく , 誰
に で も容易 に短時間内で採取できる簡便な方法である . 十二 指
腸液 は勝液 の み で は なく , 胆汁, 十二 指腸自身か ら の 分泌物 ,
胃液な ども含有す るが , 高感度な検出法である M A S A法を用 い
れ ば , K刊 那 コ ド ン12変異を高率 に検出可能で , 膵癌 の み でな
く , 胆道痛 の ス ク リ ー ニ ン グにも応用できる と考え られ る .
結 論
膵癌患者38例, 胆道痛22例, 慢性膵炎38イ軋 胆嚢腺筋腫症
20例 , 胆石症22例 , 対照群20例 , 合計160例 よ り E R C P施行
後セ ク レチ ン 刺激を行わずに, ス コ ー プ の 吸引装置を利用 して
採取 し た 十二 指腸液 より D N Aを抽出 し, K明 指 摘遺伝子 の 変異
を M ASA法, P C R- F LP法, H P A法の 3種 の 検出法を用 い て検
討 し, 以 下 の 結論を得 た.
1. M A S A法 に よ る K-r aSコ ド ン 12変異の 検出に お ける P C R
の 条件設定 を培養細胞株を用い て 検討 し た と こ ろ, ア ニ ー リ ン
グ の 至 適温度 は63,5℃で あ っ た . また , そ の 検出感度は培養細
胞株を用 い て検討 で , 正 常 D N A に対 して 変異型D N Aの 割合が
0.01～ 0.001 % まで 変異 バ ン ドの 検 出が 可 能で あ っ た .
2
. 十二 指腸液中KYt2Sコ ド ン12変異は膵癌患者 でP C R- F L P
法 で 42 %(16/38), H P A法 で37 %(14/3 8), M A S A法 で66 %
(25/3 8) に検出 された . ま た , 胆道 癌で は , P C R- F LP法 で
3 2 %(7/22), H P A法で は3 2 %(7/2 2), M A S A法 で は 55 %
(12/22) に検出された . 一 方, 慢性膵炎で も, P C R･RF L P法で
16 %(6/3 8), H P A法 で 13 % (5/38), M A S A法 で は 32 %
354 阿 依 古 麗
(12/38) に検出さ れ た が , 胆蕪腺筋腫症20例, 胆石症22例, 対
照群20例で は , P C R- F LP法, M AS A法 い ず れ に て も総て陰性
であ っ た .
3. 十 二 指腸液中膵癌患者 の K朝 那 コ ドン 12変異 の 有無 と臨
床病理学的事項 との 関係を検討 した と こ ろ, 膿瘍の 大き さ , 占
拠部位, 病期な と で 特定の 関連性は認 め られ なか っ た ･
4. 純膵液中で の K潮 那 コ ド ン 12変異 を検討 し た と こ ろ , 膵
癌 患者 で は , P C R- F LP法 で 7 8 %(2 9/37), ⅢP A法 で 66 %
(19/29), M A S A法で 81 %(26/32) に 検出さ れ , い ず れ の 検出
法を用い て も, 十二指腸液の 場合に比 して , 純 膵液 で の 検出 の
ほ うが高率で あっ た.
以 上 より, ER C P施行直後にセ ク レ チ ン な ど の 分泌刺激 を行
わず に, ス コ ー プの 吸引装置を利周 して簡便 に採取 した十 二指
腸液 に お い て も, 高感 度の M A S A法を用 い れ ば , K ra sコ ド ン
12の 変異が か なり高率 に検出する こ と が 可 能で , 膵胆道痛 の ス
クリ ー ニ ン グ に有用な こ とが 示唆さ れ た .
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Abstr act
T he prev ale nc eofK- r a S m utation s(KRM)at c odon 1 2 in pur epa n c re a ticjuic e(P PJ)aspir ated fro m the ori nce ofpapilla
Of Vate rthroughendo s copIC Can nulahasbe e n reportedtobe m o rethan80% , S uggeSting K R M is aprom lSl ng POtentialm arker
fbr p anCre atic ca n c er(P Ca)･ Ho we v e r, a CO nSide rable n u mbe rofreportshaveindicated that K R M, Which is deriv ed fro m
m u co u s c ell hyperplasia,is alsodete cted in PPJ from chronic pancr ea titis(C P)patie ntswhe n u sing highly se nsitive methods,
ra lS lng aqu e Stion a stoits spe cific tytopan c r e atic c an c e r･ Fu rthe r m o re, aSPlrating P PJn ot only requ lr e Ste Chnicalskill,butit
is also exha ustlng fbr patients･ T his study w asperfo rm ed to e valu ate whether dete ctio n of K R Mat codon 12 in duodenal
aspirate(D A), W hich is an e asily c olle ctable sa mple,is us efu 1 for the diagn osis ofpa n c r e atico-bilia ry c a n cer. D Awas
aspir ated im m ediately after e ndos copic retrograte cholangiopa n c reatography(E R C P)via du ode n al e ndoscope without
S e C ret Ory Stim ulation , S u Ch asby s e c r etin ･ D N Aw a s ex tracted from the D A, a nd the s ample s w e r analyz ed fbr K R Mat
C Odon 12 by m uta nt allele spe cinc amPlific ation(M ASA), re Striction 血･agm e ntle ngth polym orphis m a nalysis follo w ed by
polym erasechain re action(PCR-R FL P), a nd hyb ri diz ation protection as s ay(H P A). T hein cide n c eof K R M dete cted in the
D A丘om patie nts with PCa w as4 2 %(16/38)by PCR- R F L P, 37 %(1 4/38)by H P Aand 66% (25/38)by M A S A. For D A
S amPlesfrom patien ts with bilia ry tract c ance rthe in cidenc e w a s3 2 %(7/2 2)by P C R- R F L P, 32 %(7 /2 2)by H P Aand 55%
(1 2/2 2)by M A S A･ On the o therhand, fo rD As a mple sfrom patients with C P, K R Mw asdetected in 16%(6/38)by P C R-
R FLP, 13 %(5/3 8)by H P Aand 32 %(12/38)by M A S A. No m utations w er efo u nd by P C R- R F L Por M ASA in a ny D A
S amPlesfro mpatientswith aden o myo m atosis of the gallblad der(n =2 0), Chole cystolithiasis(n =22), Orin the controI subjects
(n =20)･ M ore ov e r, KR Matcodo n1 2w e re als os tudiedin P PJc ollectedthro ugh can n ulainto the pa ncre aticdu ct withs e cr etin
Stim ulatio nfrom patie nts wi th P Ca a nd a c omparis o n ofthe dete ction rates w asm ade betw e e nP PJand D A. K R Mw a sfou nd
in P PJ from PCapatie nts a trat es of 78 %(29/37)by PCR- R F L P, 6 6 %(19/2 9)by H P Aa nd 81 %(2 6/3 2)by M A S A,indicating
that forPCathe m e thods withD A hav ealow e rs ensitivitythan thos e with P P J･ A lthoughthe pre vale nc eof K R M in patie nts
With P Caislow erin the D Athanin the P PJ, K R M is detectablein co n siderably high frequ e n cie sin D A from patie ntswith
PCa orbiliarytra ctca nc erwhen u sl ng a highly sensitiv e m ethod s uch a sM A S A･ T he pres e nt study sug ge sts that a n alysis of
K R M in D A is us efu 1 fors cree nl ngn Ot O nlyforP Cabut also fo rbiliarytra ctca n ce r･
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